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BIOTECHNOLOGY FOR A SUSTAINABLE REMEDIATION OF POLLUTED SOILS. — Soil is a living and life-giving non-
renewable natural resource. Pollution associated with human activity is one of the main agents of soil deg-
radation. Hydrocarbons are the most abundant group of soil pollutants, including the toxic and carcinogenic
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs). Bioremediation, which utilizes the natural biodegradative capaci-
ties of soil microorganisms, is a sustainable technology with the potential to restore the natural functions of
soil. Though its use in Europe has increased dramatically during the last decade, uncertainty regarding final
end-point concentrations continues to hamper its widespread application. Laboratory biotreatability stud-
ies are a useful tool for designing and evaluating the potential of bioremediation strategies in the clean-up
of specific sites. However, optimization of this biotechnology and the development of new diagnostic and
monitoring tools require a comprehensive understanding of the metabolic microbial networks involved in
pollutants removal. Metabolic studies with single bacterial cultures have proven essential for hypothesiz-
ing how microbial communities cooperate in the synergistic degradation of organic contaminants, with key
populations initiating attacks to produce partially oxidized compounds that are then more efficiently miner-
alized by secondary degraders. Advances in molecular tools are not only facilitating more comprehensive
analysis of culturable and non-culturable microbial populations, but also finer distinctions between active
and non-active microorganisms, and quantification of the expression of key enzymatic functions. These in-
novations will help confirm and illuminate the actual role of previously hypothesized networks, revealing new

microbial functions for exploitation.

El sol, un recurs no renovable
Funcions ecologiques del sol

El sol, definit com la capa superior de I’escor-
ca terrestre, és un sistema molt dinamic que juga
un paper clau en la supervivéncia de la humanitat
i dels ecosistemes. El sol proporciona un ambi-
ent fisic i cultural per a I'activitat humana, i pro-
dueix, a més, biomassa i materies primeres (més
del 90% d’aliments, fibra i combustibles) per al
nostre consum. Des d’un punt de vista ecologic,
fa funcions importants de filtracié i transformacio
de nutrients, d’una gran varietat de productes qu-
imics i d’ aigua i alberga una part important de la
biodiversitat. A més, ara sabem que actua com
embornal de carboni, i captura al voltant del 20%
de les emissions de dioxid de carboni produides
per I’'home (European Comission, 2007), juga, per
tant, un paper clau en la desacceleracio potencial
del canvi climatic. Malgrat aixo, el sol esta sobre-
explotat i es degrada de manera irreversible com
a resultat de les activitats de la majoria de sectors
econdmics. A causa de la lentitud dels processos
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de formacio i regeneracié del sol, aquest es consi-
dera com un recurs no renovable. Tot i que es pu-
gui degradar molt rapidament, un mer centimetre
de sOl tarda segles en formar-se. La contaminacio
és una de les causes més importants de degrada-
ci6 del sol. Només a Europa s’han identificat més
de 340.000 emplacaments amb sol contaminat
que cal recuperar, pero s’estima que la xifra real
pot superar els 2,5 milions. Un 11% d’aquests
emplacaments presenten com a contaminants
principals els hidrocarburs aromatics policiclics
(HAPs) (Liedekerke et al. 2014).

Contaminacio del sol

Quan parlem de contaminacié hem de distin-
gir entre la contaminaci6 difosa i la contaminacié
per fonts puntuals. La primera consisteix en I’alli-
berament de contaminants per una gran varie-
tat d’activitats que individualment no tindrien un
efecte en el medi ambient. Per tant, és diversa,
amb concentracions dels contaminants indivi-
duals baixes i que afecta a superficies extenses.
Per exemple, la contaminacié que trobem en
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Figura 1. Principals contaminants en els emplagaments registrats a Catalunya. Els grafics s’han elaborat amb dades
obtingudes de I’Agéencia de Residus de Catalunya (ARC) per sOls, i de I’Agencia Catalana de I’Aigua (ACA) per aigiies
subterranies. La nomenclatura dels contaminants correspon a la utilitzada, en cada cas, per les agéncies. Noteu per
exemple que al grafic de I'esquerra I’ARC parla d’olis minerals i els separa dels hidrocarburs aromatics, mentre que al de
la dreta, I’ACA parla de combustibles, que inclourien els dos grups anteriors.

explotacions agricoles (pesticides, adobs...) o la
que afecta les arees urbanes (deguda a la depo-
sicié dels contaminants atmosférics i activitats
humanes disperses). Per altra banda, la conta-
minacié puntual esta causada per vessaments
intencionats o accidentals associats a I’activitat
industrial i la produccid, transport, emmagatze-
matge i utilitzacié de combustibles fossils. Aixo
té un impacte sobre zones o emplagcaments més
o menys delimitats on la concentracié de conta-
minats és localment elevada i menys diversa. Es
a aquest tipus de contaminacié a qué ens referi-
rem en aquest article.

A casa nostra, segons les dades de I’Agen-
cia de Residus de Catalunya (ARC) i de I’Agéncia
Catalana del Aigua (ACA), autoritats competents
en sOls (zona no saturada) i aiglies subterranies,
respectivament, els principals emplagcaments pre-
senten com a contaminants majoritaris metalls
pesants, hidrocarburs, i compostos organoclorats
(fig. 1 i 2). Dins dels hidrocarburs (HC), hi trobem
en primer lloc els combustibles lleugers, com la
gasolina o el diésel, que contenen sobretot HC li-
neals de cadena curta i aromatics de baix nombre
d’anells. Aquests, a causa de la seva solubilitat
en aigua i elevada mobilitat, afecten sobretot les
aiglies subterranies, perd també a la zona no sa-
turada del sol. Un altra fraccié sén els anomenats
olis minerals, on predominen HC lineals de cade-
na mitjana o llarga que s’utilitzen com a olis hi-
draulics o combustibles industrials, i que trobem
sobretot a la zona no saturada. Finalment, tenim
els hidrocarburs aromatics policiclics (HAPS),
compostos integrats per dos o més anells fusio-
nats que tenen un interés especial per la seva ele-
vada persistéencia ambiental, toxicitat i en alguns
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casos, la seva teratogenicitat, carcinogenicitat, i
possible activitat com a disruptors endocrins. Els
HAPs els trobem en combustibles provinents de
les fraccions més pesades del petroli, pero també
en derivats dels carbons minerals, i sén predomi-
nants en la zona saturada.

Un altre grup de contaminants importants so-
bretot a aiglies subterranies sén els compostos
organoclorats, entre els que destaquen dos pro-
ductes ampliament utilitzats com a solvents i de-
sengreixants: el percloretile (PCE) i el tricloretile
(TCE) (fig. 2). Aquests productes sén emprats per
a desengreixar tota mena de maquinaria i també
en la neteja en sec industrial.

= Hidrocarburs = Clorats = Metalls

Hg Cr

Cl c\fl
Cl cl Pb As

Figura 2. Les tres families de contaminants més
abundants al sol i les estructures quimiques d’alguns
exemples d’hidrocarburs (lineals, monoaromatics i
HAPs) i de compostos organoclorats (percloretile, PCE, i
tricloretile, TCE).
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Biodegradacio i bioremediacié de sols
contaminats

Desti ambiental

Un cop els contaminants entren en contacte
amb el sol sén objecte d’una série de processos
que determinen la seva compartimentacié i desti
ambiental, i que depenen tant de les seves carac-
teristiques fisicoquimiques com de la composicié
i estructura de la matriu del sol. La volatilitzacio,
lixiviacid, adsorcio a les particules de sol, fotooxi-
dacié i oxidacié quimica, bioacumulacio i degra-
dacié biologica sén exemples d’aquests proces-
sos. De tots, la biodegradacié duta a terme per les
comunitats bacterianes i fingiques, és I’'Unica que
té el potencial d’eliminar en un temps raonable els
contaminants organics. Quan aquesta eliminacié
és completa, és a dir quan els contaminants sén
transformats a CO, i H,O com a resultat del meta-
bolisme microbia, parlem de mineralitzacio.

Bioremedliacio

Es la tecnologia que explota les capacitats
degradadores naturals dels microorganismes per
mitigar els efectes de la contaminacié en sols i
aiglies subterranies d’emplacaments afectats. La
bioremediacié és una tecnologia natural, respec-
tuosa amb el medi ambient, molt poc disruptiva,
que té una relacio cost-eficiencia molt inferior a la
d’altres tecnologies fisicoquimiques i, el més im-
portant, és I'Unica tecnologia capag¢ de restablir
les funcions ecologiques originals del sol afectat.

En general, davant d’'un emplacament que
necessita ser descontaminat per técniques bio-
logiques tenim dues opcions: Iatenuacié natural
monitoritzada (ANM) i la bioremediaci6é activa.
L’atenuacié natural monitoritzada respon a una
intervencié minima que es basa en demostrar que
al sol s’hi donen processos de degradacié natu-
ral i fer-ne el seguiment. La bioremediacié activa
comporta una actuacié per estimular les capaci-
tats degradadores de la microbiota ja present al
soOl o de microorganismes introduits amb aquesta
finalitat. Per entendre quines intervencions com-
porta la implementacié de les tecnologies de bio-
remediacid, les seves limitacions i com es poden
optimitzar, hem de considerar primer els factors
que condicionen la biodegradacio.

Que impulsa els microorganismes a degradar els
contaminants ambientals?

L'objectiu dels microorganismes, com el de
tots els altres éssers vius, és créixer i multipli-
car-se. Per realitzar aquestes funcions basiques
necessiten incorporar carboni i altres elements
que componen la biomassa cel-lular, i energia.
La majoria dels microorganismes del sol generen
aquesta energia per reaccions d’oxidoreduccio
que requereixen de substrats reduits que els pro-
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Figura 3. Els hidrocarburs com a font de carboni i
energia en el metabolisme cel-lular dels bacteris aerobis
degradadors. CAT, cicle dels acids tricarboxilics.
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porcionin els electrons. Els hidrocarburs poden
ser utilitzats per una gran varietat de microorga-
nismes que serveixen tant de font de carboni com
d’energia per al creixement. Aixi podem dir que
aquests microorganismes literalment “mengen”
hidrocarburs. Els microorganismes degradadors
d’hidrocarburs més eficients sén aerobis, és a
dir, necessiten la presencia d’oxigen. Un cop els
hidrocarburs entren dins la cél-lula, sén rapida-
ment atacats per uns enzims clau, les oxigenases
(mono- o di-oxigenases) que introdueixen oxigen
a les seves cadenes hidrocarbonatades. Després,
es produeixen una série de reaccions que conver-
teixen aquests derivats oxigenats en intermediaris
del metabolisme central encarregat de la produc-
ci6 d’energia i de subministrar els precursors per
a la sintesi de les diferents parts de la cel-lula (fig.
3). Com hem dit, si la conversio de les molecules
de I’hidrocarbur a CO,, H,O i biomassa és com-
pleta el contaminant és eliminat del sol (ha estat
mineralitzat). Si no és completa, parlem d’una bi-
odegradacié parcial i els productes resultants re-
tornen al sol.

Un fet caracteristic dels enzims de degrada-
cio és la seva versatilitat, és a dir, la seva capa-
citat d’actuar sobre substrats diferents. Aquesta
plasticitat fa que, de vegades, puguin actuar for-
tuitament sobre productes que no els serveixen
pel seu creixement, perd que soén transformats de
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forma “accidental”. Aquestes reaccions, anome-
nades cometaboliques, encara que no son benefi-
cioses per al microorganisme que les duu a terme,
podran contribuir a I’eliminacié de contaminants,
tot transformant-los en productes oxidats que po-
dran ser utilitzats per altres membres de la comu-
nitat microbiana. D’aquesta forma al sol es van
construint xarxes metaboliques en quediferents
poblacions col-laboren en la mineralitzacié dels
contaminants. Destaca per exemple, I’accié fortu-
ita de les dioxigenases que inicien I'atac a HAPs,
com la naftaleé dioxigenasa, sobre TCE. Aquesta
és una reaccio que s’ha explotat biotecnologica-
ment per a I'eliminacié d’aquest producte en es-
tratégies de bioremediacid en condicions aerobi-
ques.

Encara que aquest article esta enfocat so-
bretot a la bioremediacié de sols contaminats
amb hidrocarburs, és interessant explicar que
altres compostos organics poden jugar un pa-
per molt diferent en el metabolisme dels mi-
croorganismes que els destrueixen. L’exemple
més destacable, per ser un dels mecanismes
més explotats en la descontaminacié d’aquifers
afectats per organoclorats, és la deshalogena-
ci6 reductiva d’aquests compostos. El PCE i el
TCE so6n degradats en condicions anaerobiques
(abséncia d’oxigen) per microorganismes que li-
teralment els respiren. L’'exemple més destacat
és un bacteri anomenat Dehaloccoides etheno-
genenes, descobert a la decada dels 90. Aquest
microorganisme, que utilitza acetat com a font
de carboni, obté energia oxidant H, i passant els
electrons obtinguts a compostos com el PCE i
el TCE, que per tant es redueixen, actua de for-
ma analoga a I’oxigen en la respiracio aerobica.
D’aquesta manera, els clors d’aquests compos-
tos son progressivament eliminats en una cade-
na de reaccions que déna com a producte final
eta, un hidrocarbur practicament innocu que és,
després, facilment eliminat per altres membres
de la comunitat microbiana.

Factors que determinen la biodegradacid de
contaminants al medi ambient

De tot el que s’ha exposat anteriorment, dedu-
im que perqué els contaminants siguin biodegra-
dats en el sol cal que hi estiguin presents els mi-
croorganismes amb les capacitats metaboliques
adients i que aquestes capacitats s’expressin de
forma activa, és a dir, que no estiguin limitades.
Si volem eliminar els hidrocarburs d’un sol con-
taminat, aquests serviran com a font de carboni
i energia pels microorganismes. El carboni, per
tant, no sera limitant, pero caldra que hi hagi dis-
ponibles altres nutrients en les proporcions ne-
cessaris per a la sintesi de la biomassa (fig. 3).
Els mées importants sén el nitrogen (N) i el fosfor
(P), que son constituents essencials d’aminoacids
i acids nucleics. Aixi que, generalment, caldra afe-
gir-los en forma de fertilitzants. Altres elements,
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Figura 4. Degradacio dels HAPs de baix pes molecular
(dos i tres anells ) en un experiment en que se simula un
tractament d’un sol contaminat amb creosota mitjangant
una biopila aerobica. La cinetica mostra la tipica corba en
forma de “pal de hoquei”.

com el ferro, magnesi, sofre, etc., generalment no
son limitants, pero en sols pobres la seva admi-
nistracié pot ser necessaria. També necessitarem
oxigen per a les oxigenases i pergue els micro-
organismes degradadors d’hidrocarburs puguin
respirar, per tant s’haura de subministrar ja sigui
per mitjans mecanics o quimics. Alternativament,
si el que volem eliminar sén compostos clorats,
els bacteris deshalogenadors hauran de disposar
d’un ambient anaerobi, una font de carboni i un
donador d’electrons. Aquests Ultims s’afegeixen
habitualment com a fonts de carboni facilment fer-
mentables (sucres o olis vegetals) que les comu-
nitats fermentadores propies de I'emplagcament
converteixen en acetat i H,. Els bacteris degra-
dadors soén ubics i en emplacaments contaminats
solen estar enriquits, en cas contrari podem afegir
inoculs externs (bioreforg).

Un factor clau per a la degradacio dels con-
taminants en el medi ambient, independent dels
microorganismes i les seves activitats metabo-
liques, és la seva biodisponibilitat. La biodis-
ponibilitat d’'un contaminant és I’accessibilitat
que hi tenen els microorganismes i depén tant
de I’estructura i composicié del sol com de les
caracteristiques fisicoquimiques del producte.
Si analitzem una cinetica tipica de degradacio
d’un contaminant al medi ambient, veurem que
després d’una fase variable de degradacié rapi-
da segueix sempre una fase de degradacié lenta
que arriba a ser asimptotica (fig. 4). La fase de
degradacio rapida correspon a la fraccié de con-
taminant que és facilment accessible als microor-
ganismes, mentre que la fase lenta correspon a
una fraccié segrestada, és a dir, fortament asso-
ciada a la matriu del sol per processos d’adsor-
cio6 i absorcid, o perqué es troba en porus on no
hi poden arribar els microorganismes. En el cas
d’una barreja (per ex. un cru de petroli), aques-
ta fraccié poc disponible estara enriquida en els
compostos més recalcitrants, que solen ser els
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Figura 5. Percentatge d’aplicacié de les técniques de bioremediacié (tractaments biologics in situ i ex situ) respecte al
total de les técniques de descontaminacié de sols en paisos de la Unié Europea. Dades de Panagos et al (2013).

de més pes molecular i més hidrofobics. La frac-
ci6 del contaminant no accessible és variable per
a cada emplacament i producte. D’aqui que la
bioremediaci6 té com a principal inconvenient la
incertesa associada al procés, és a dir, la limitada
capacitat de predir amb exactitud la concentra-
cio6 del residu final després del tractament. Els
microorganismes tenen mecanismes per incre-
mentar la biodisponibilitat, i aquesta és una linia
de recerca molt actual que inclou la produccié de
biotensioactius i les respostes quimiotactiques
(Ortega-Calvo et al., 2013). D’altra banda, en
una intervencié en un emplagament contaminat
també podem incrementar la biodisponibilitat del
residu mitjangant I’addicié de tensioactius biolo-
gics o sintétics, una practica bastant habitual en
el cas de vessaments marins.

Bioremediacio de sols contaminats amb
hidrocarburs

D’acord amb els informes periodics que pu-
blica I’Agencia Europea pel Medi Ambient (http://
www.eea.europa.eu/) fins I'any 2014 la tecnica
de descontaminacié de sols més utilitzada pels
paisos membres dels que es tenen dades va ser
I’excavacio i posterior abocament en deposits
controlats. Afortunadament, pero, el més exhaus-
tiu control i el consequent increment en el cost de
I’Us dels abocadors combinats amb el desenvolu-
pament i optimitzacié de les de tecniques de des-
contaminacio in situ i ex situ esta produint canvis
en el patré de les practiques de remediacié. Dins
d’aquestes, I'Us de la bioremediacié esta experi-
mentant un creixement continu. La figura 5 mos-
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Figura 6. Model conceptual d’un episodi tipic de contaminacio per hidrocarburs. Es mostra un vessament produit per
una fuita accidental d’un tanc subterrani en una estacié de venda de combustibles i la distribucié de contaminants en el

sol i les aiglies subterranies (Dibuix: Denio Grifoll Escoda).
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tra la proporcié d’aquesta tecnologia en relacié
a les altres técniques segons un estudi del 2013
(Panagos et al., 2013). Aqui revisarem breument
les estrategies de bioremediacié disponibles.

La figura 6 mostra un model conceptual d’un
episodi tipic de contaminacié per hidrocarburs.
Es tracta d’un vessament accidental a partir d’un
tanc subterrani deteriorat on el producte, que po-
dria ser gasolina, diésel o un oli mineral, conta-
mina la zona no saturada del sol i va baixant per
gravetat fins arribar a I’aquifer. Com que els hidro-
carburs sén menys densos que I'aigua, a la fase
lliure flota en el nivell freatic i una part de la matei-
xa es dissol formant un plomall de contaminacié
que es desplaca seguint la direccié de les aigles
subterranies. A mesura que es desplacen els con-
taminants interactuen amb la matriu del sol, pa-
tint fendmens d’adsorcié i de retard d’acord amb
les seves caracteristiques fisicoquimiques. Com
ja s’ha dit més amunt, un cop es decideix que el
sOl necessita ser descontaminat tenim les opci-
ons d’una atenuacié natural monitoritzada (ANM)
0 una bioremediacio activa (Atlas i Philp, 2005).

Bioremedliacio activa o Atenuacid Natural
Monitoritzada?

Si no hi ha pressa i no s’identifiquen receptors
afectats (en definitiva no hi ha un risc imminent
per a la poblacié ni I'ecosistema) podem optar
per la segona opcid, que sera sempre la menys
intrusiva. Llavors, el primer requisit sera presentar
evidéncies d’atenuacio, que poden incloure I’enu-
meracié o deteccidé molecular de microorganis-
mes o d’enzims degradadors actius, o la deteccio
de marcadors quimics de degradacio (metabolits,
variacio de ratios de HC degradables respecte a
components menys degradables). Sovint s’opta
pel confinament fisic i és imprescindible establir
i mantenir una xarxa de monitoratge que permeti
mostrejar sol i aiglies subterranies (instal-lacié de
piezometres). Aixo ens permetra estimar el temps
necessari per la descontaminacid, que habitu-
alment es considera que no pot superar els 30
anys. Encara que aquesta pot semblar una opcio
de molt baix cost no ho és. A la zona contaminada
s’hi ha d’instal:lar una graella de piezometres o
pous que permetin un mostreig i analisi continu de
tota la zona afectada i aquest monitoratge es pot
perllongar durant anys.

En cas que ens decidim per una intervencio ac-
tiva tenim dues opcions, la bioestimulacio i el bio-
reforg. La bioestimulacié actua sobre els factors li-
mitants de la biodegradacid, per tant, en el cas dels
hidrocarburs caldra proporcionar en primer lloc
oxigen. El més habitual és subministrar aquest oxi-
gen mitjangant volteig del sol o injeccid d’aire, pero
per tractar la zona saturada (aquifer) també podem
aplicar productes quimics alliberadors d’oxigen.
Un exemple és I'aigua oxigenada, molt soluble en
aigua i que es descomposa espontaniament en O,
i aigua. Més sofisticades sén una serie de formu-
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lacions comercials que alliberen O, de forma lenta,
amb I'avantatge que només cal aplicar-les cada
2-3 mesos. Es tracta de diferents peroxids (de Ca
o de Mg) que un cop formulats poden tenir preus
bastant elevats, pero que sén molt eficients. La fer-
tilitzacié amb compostos de N i de P també és clau,
es poden utilitzar compostos organics (urea), sals
inorganiques (nitrats i fosfats) i fins i tot fertilitzants
oleofilics. Entre aquests Ultims destaca I’'anomenat
S$-200, una formulacié que atesa la seva naturale-
sa oleofilica permet que els nutrients que conté es
mantinguin en contacte amb els hidrocarburs, que
és on seran utilitzats pels microorganismes. Hem
mencionat també que un dels factors limitants en
la degradacio és la biodisponibilitat. Aquesta es
pot incrementar afegint tensioactius quimics o bi-
ologics, sent aquests Ultims més amigables amb
I’'ambient, perd de cost més elevat. Finalment, si
ens trobem davant una barreja d’hidrocarburs que
es resisteix a la degradacié (per ex. amb productes
de molt elevat pes molecular o asfalténics) una op-
cio és afegir un cosubstrat que afavoreixi la multi-
plicacié dels microorganismes i permeti reaccions
cometaboliques. Entre els més utilitzats hi ha les
melasses i els olis vegetals que sovint s’afegeixen
emulsionats en aigua.

En determinats emplagcaments la poblacié de
microorganismes degradadors autoctons o la
seva activitat poden ser massa baixes pels nos-
tres objectius. En aquest cas és aconsellable
aplicar microorganismes (bioreforg). La utilitza-
ci6 d’inoculs esta poc documentada en llibres de
consulta, pero és una estrategia creixent que s’ha
utilitzat en el tractament d’aiglies residuals durant
més de 30 anys. Hi ha una varietat d’indculs co-
mercials disponibles, que normalment contenen
una barreja de poblacions microbianes. En alguns
casos, quan preocupa la incorporacié d’espécies
al-loctones, pot ser Util obtenir cultius provinents
del mateix emplacament. La figura 7 mostra un
consorci microbia desenvolupat en el nostre labo-
ratori a partir de les poblacions presents en una
mostra de sorra d’una platja contaminada pel fuel
vessat pel Prestige. Un cop demostrada la seva
capacitat degradadora i estabilitat, aquest con-
sorci es feia créixer en un fermentador, es con-
centrava i es traslladava a Galicia, on era aplicat
en un estudi pilot de bioremediacié d’una platja
contaminada. Com es pot veure a la figura, el
consorci, anomenat UBF, degradava de forma ex-
tensiva tant la fraccié alifatica (50%) com I’'aroma-
tica (70%) del fuel vessat.

Estudis previs a la implantacié d’un tractament
de bioremediaci6 activa

La bioremediacio requereix de la utilitzacié de
maquinaria pesant i instal-lacions que so6n cos-
toses. D’altra banda, ja hem dit que una de les
limitacions d’aquesta tecnologia és la seva incer-
tesa. Per tot aix0 és imprescindible que abans de
decidir-nos per la seva implantacié fem una série
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Figura 7. Desenvolupament d’un consorci microbia a partir de poblacions autdctones del mateix emplagament per la
seva aplicacid en una platja afectada pel vessament del vaixell petrolier Prestige, a Galicia. La part superior mostra el
cultiu obtingut per enriquiment de les poblacions presents en una mostra de sorra i la seva produccié en un fermentador.
La part de sota mostra cromatogrames de les fraccions alifatiques del fuel sense degradar i del fuel després de ser
degradat pel consorci UBF.

d’estudis de laboratori que valorin les probabili- Un cop s’han fet els estudis de camp per ca-
tats d’éxit tot determinant quin tipus d’actuacions  racteritzar la naturalesa de la contaminacid i la
son les més apropiades. Aquests estudis s6n ha-  seva distribucid, es recullen mostres representati-
bitualment encarregats per les consultories am-  ves del sdl contaminat i es traslladen al laboratori.
bientals a laboratoris de recerca. De fet, el nostre ~ Aqui mostrarem com a exemple un estudi que es
grup ofereix aquests estudis com a servei a les  va fer per la consultoria ambiental Litoclean SL
empreses. en relacié a un vessament de fluid termic (HTF de
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Figura 8. Estudis de laboratori previs a la implementacié d’una estratéegia de bioremediacié en un sol d’una estacio
termosolar contaminat per un vessament del fluid térmic (HTF) compost pels productes bifenil i difenil eter. A, recompte
de poblacions degradadores per la tecnica del nombre més probable en medi mineral i HTF com a font de carboni.

B, resposta de I'activitat respiratoria del sol sense tractar (S), tractat amb humitat (H), humitat i nutrients (N) i glucosa
(G). C, microcosmos de suspensions del sol amb diferents tractaments de bioremediacié. D, resultats obtinguts en els
microcosmos per cadascun dels tractaments. Els millors resultats corresponen a I'aplicacié d’un inocul autocton (SHNI) i
a oli vegetal (SH Oli). Aquest treball es va fer per I'empresa Litoclean SL.
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I’anglés heat transfer fluid) en una planta termoso-
lar (Vila et al., 2013) (fig. 8). LHTF és una barreja
de dos compostos: bifenil i difenil eter. Es dugue-
ren a terme assajos a dos nivells. Els de primer
nivell o estudis de factibilitat pretenien determinar
si al sol hi havia poblacions microbianes capaces
de degradar I’'HTF vessat i, a grans trets, si aques-
tes poblacions podien ser estimulades. Es va fer
un recompte utilitzant un medi ric que, en general,
permet el creixement de tots els bacteris aerobis,
i en un medi mineral amb HTF com a Unica font de
carboni, de manera que en aquest Ultim només es
comptaven els bacteris que creixien utilitzant els
contaminants. Els resultats varen demostrar que
de la poblacié total present, una quarta part (uns
1.000 bacteris per gram de sol) eren degradadors
d’HTF. En nombres absoluts, la concentracié de
degradadors era molt baixa (<103 per gram de
sol), pero les proves de respirometria (mesura
de la producci6é de CO,) demostraren una rapida
resposta a I'estimulacioé quan s’afegien nutrients i
una font de carboni facilment degradable.

Els estudis de nivell 2 o de tractabilitat consis-
tiren en la incubacié de microcosmos de sol de
I’emplacament (incubacions de mostres de sol)
exposats a diferents tractaments. En aquest cas,
es va assajar |'efecte de la fertilitzacié amb sals de
N i P i amb el fertilitzant oleofilic comercial S200,
I’addicié d’oli vegetal com a cosubstrat, 'aplica-
cié de palla com a material esponjant, i el bioreforg
amb un consorci microbia que préviament haviem
obtingut del mateix emplagament. Com es pot
veure a la figura 8, el millor resultat es va obtenir
amb I'aplicacié de I'inocul i d’oli vegetal, per tant
aquests van ser els tractaments recomanats.

Tecnologies de bioremediacio

La restauracié d’'un emplagament contaminat
sol requerir la combinacié de diverses tecnologies
de bioremediacié. La zona no saturada (sol propia-
ment dit) i la saturada (aiglies subterranies) es trac-
ten de forma diferent. A continuacié descrivim breu-
ment les tecnologies disponibles més utilitzades.

En el cas de les aiglies subterranies la inter-
vencié que recomana la Unié Europea és el trac-
tament in situ. Dins d’aquest tipus de tractament
hi trobem la tecnologia dels pous d’injeccio i cir-
cuits hidraulics, en qué el plomall de contamina-
cio és travessat per una xarxa de pous que s’uti-
litzen per aplicar els tractaments recomanats pels
assajos de tractabilitat, inclosa la injeccio d’aire o
dels productes generadors d’oxigen, si escau. Els
productes afegits s’apliquen dissolts en aigua que
s’obté d’una xarxa de pous de recuperacio situ-
ada aigUes avall, de forma que el plomall queda
emmarcat en un sistema semitancat que evita la
disseminacio6 de la contaminacié durant el tracta-
ment. Quan el producte contaminant és relativa-
ment volatil (per ex. gasolina), es pot fer servir el
biosparging, que consisteix en una injeccié d’aire
en forma de bombolles molt fines que, a més de
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Figura 9. Construccio de biopiles aerobies pel
tractament d’un sol contaminat per gasoil i olis minerals
en un emplagament de la Comunitat de Madrid. La
descontaminacio la va dur a terme I'empresa Geotecnia
2000 (Grupo TUV_SUD ATISAE). En les imatges es poden
veure els processos d’excavacio, homogeneitzacio, reg

i construccio de les piles de sol cobertes amb una lona
impermeable. Les fotografies han estat cedides per
I’empresa.

subministrar 'oxigen necessari per estimular la
biodegradacid, s’utilitza per a forgar el pas lent
del contaminant a la fase gasosa que es despla-
¢a cap a la zona saturada. En travessar la zona
saturada el contaminant es va degradant, amb el
sol actuant com un biofiltre. La injeccié d’aire pot
anar acompanyada o ser substituida per un sis-
tema de buit que condueix els possibles vapors
no degradats a un sistema d’atrapament (per ex.
carb6 actiu) o de tractament situat a la superficie.

Una altra técnica in situ és la construccié d’una
barrera bioreactiva que intercepti el plomall de
contaminacié de manera que en travessar-la els
contaminants siguin eliminats per biodegradacio.
Aquestes barreres han d’estar construides amb
un material pords que afavoreixi la seva colonitza-
cio per poblacions microbianes degradadores del
mateix sol o que ja hagi estat inoculat. En el cas
dels hidrocarburs la barrera haura de ser aerobia,
per la qual cosa caldra una aportacioé d’oxigen ja
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Figura 10. Evolucié de les concentracions de TPH (hidrocarburs totals del petroli) en el sol tractat en biopiles per
I’empresa Geotecnia 2000 (Grupo TUV-SUD ATISAE). Els cromatogrames mostren el perfil dels hidrocarburs en el
moment en qué es va construir la biopila i després de 30 dies del tractament, quan s’havien ja assolit els objectius de

descontaminacio.

sigui en forma d’injeccié d’aire o de productes
alliberadors d’oxigen.

El tipus de tecnologia que s’ha d’utilitzar per
la zona no saturada del sol dependra també del
tipus de producte. En el cas de vessaments de
gasolina o gasoil, on hi ha una fase gasosa im-
portant, es pot fer bioventeig (de I'anglés bioven-
ting), un tractament in situ on de manera similar
al biosparging, s’injecta aire o s’aplica buit per
forcar la circulaciod dels vapors a través del sol.
Si el producte no és volatil, com poden ser olis
minerals o diésel, s’opta per un tractament ex situ,
consistent en I'excavacié del sol contaminat i el
seu tractament en biopiles. Aquestes biopiles, si
son estatiques, es construeixen després d’haver
homogeneitzat el sol i d’afegir els tractaments
(nutrients, inocul i/o fertilitzants) i tenen una forma
de piramide truncada, amb una algada d’uns 3 m.
Durant la seva construccié s’inclouen sistemes
d’aireacié per injeccié d’aire. El tractament dura
entre 2-3 mesos i un cop assolits els objectius de
descontaminacio el sol pot ser retornat al seu lloc
original (fig. 9 i 10). Una modalitat sovint utilitzada
a casa nostra que et permet un control més gran
del procés sén les biopiles actives, on el sol es
disposa en piles allargades que es van voltejant
periodicament.

Una teécnica molt utilitzada, perd no recomana-
da actualment per la Unioé Europea és la conegu-
da amb el nom de landfarming. Aquesta requereix
la disponibilitat de grans arees impermeabilitza-
des on es disposa el sol contaminat en una capa
d’uns 20-40 centimetres que es va airejant de
forma similar a com es fa en els conreus, i es va
afegint fertilitzants i aigua a demanda. Finalment,
molt efectiva, perd amb limitacions importants de
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quantitat de sol a tractar i cost, és la utilitzacio de
bioreactors semiliquids, on el sol es barreja amb
aigua fins aconseguir un fang fluid que es tracta
en reactors aerobis de funcionament similar als
del tractament de les aigles residuals urbanes. El
sol es recupera per sedimentacié i pot ser retornat
al seu emplagcament, mentre que I'aigua utilitzada
por anar recirculant.

Reptes de recerca per al desenvolupament i
millora de les tecnologies de remediacio

En aquest Ultim apartat ens centrarem en els
estudis de biodegradacié d’HAPs i de bioremedi-
acié amb sols contaminats per aquest grup d’hi-
drocarburs. Aquesta ha estat la linia de recerca
principal del nostre grup a la UB durant més de 20
anys. La nostra intencié aqui és mostrar els enfo-
caments progressius que hem anat adoptant, de
forma paral-lela amb altres grups internacionals, i
que han tingut sempre com objectiu esbrinar les
complexes xarxes metaboliques que condueixen
a I'eliminacié d’aquests compostos en el sol per
part dels bacteris.

Rutes metaboliques per a la degradacid/
transformacio d’HAPs per soques bacterianes
aillades

La capacitat d’una gran diversitat de bacteris
per créixer formant colonies en medis de cultiu
amb HAPs individuals com a Unica font de carbo-
ni ens ha permes aillar i mantenir al laboratori una
col-leccié de soques degradadores (fig. 11). El
cultiu d’aquestes soques en diferents condicions
ens ha servit per identificar els metabolits acumu-
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Figura 11. Estructura quimica de I'HAP de quatre anells
més abundant en sols contaminats, el piré. Creixement
de la soca degradadora de piré Mycobacterium sp. AP1
en una placa de medi mineral pulveritzada amb pire, que
és I'inica font de carboni. A la imatge es poden observar
els halos de desaparicié del pire al voltant de les colonies
bacterianes a causa de la degradacio.

lats durant el creixement en HAPs per métodes
d’analisi quimica (cromatografia de gasos acobla-
da a espectrometria de masses, GC-MS, croma-
tografia liquida d’alta resolucié, HPLC, ressonan-
cia magnetica nuclear, NMR) i aixi esbrinar les vies
metaboliques que condueixen a la mineralitzacié
d’aquests HAPs per soques individuals. Aixi, per
exemple, hem publicat vies de degradacié d’hi-
drocarburs de tres anells com el fluore, utilitzant
diferents soques Gram-negatives (Bulkholderia,
Pseudomonas) o Gram-positives (Arthrobacter),
o de quatre anells com el fluoranté o el pire per
actinobacteris (Mycobacterium) (Vila et al., 2015).
D’altra banda, aquestes soques aillades per la
seva capacitat de créixer utilitzant un determinat
HAP mostraren ser molt versatils, atacant una
gran varietat de productes analegs que degra-
daven parcialment o cometabolitzaven transfor-
mant-los en productes oxidats (per ex. cetones o
quinones aromatiques) que s’acumulaven al medi.
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En els sols les poblacions microbianes estan ex-
posades a barreges i no a HAPs individuals, aixo
ens va portar a investigar el paper que podia fer el
cometabolisme o degradacio parcial en la degra-
daci6é d’aquestes barreges.

Degradacid de barreges d’HAPs en sols:
importancia del cometabolisme

El pas segient en aquest abordatge progres-
siu ha estat determinar les accions de bacteris
degradadors en barreges com a diferents derivats
del petroli, on predominen els derivats metilats
dels HAPs formant families d’isomers, o dels car-
bons minerals. Entre els ultims, una barreja que
hem utilitzat sovint com a model és la creosota,
un oli derivat de I’hulla que amb un contingut del
85% en HAPs que ha estat utilitzada durant molts
anys per preservar la fusta del seu deteriorament
ambiental. En exposar soques degradadores de
piré (HAP de quatre anells) a aquestes barreges,
es va comprovar que efectivament atacaven de
forma simultania tant alcans, els quals mineralit-
zava, com totes les families d’HAPs d’entre dos
a cinc anells aromatics (fig. 12). La identificacio
dels metabolits acumulats mostra que mentre al-
guns components eren mineralitzats, altres, mal-
grat que desapareixien del cromatograma dels
hidrocarburs, eren només transformats. Per una
banda, certs HAPs eren acomodats per les vies
degradadores fins que es produia un intermediari
que ja no encaixava en els passos posteriors de
la via (degradacio parcial). En aquesta linia, s’acu-
mulaven sobretot acids aromatics dicarboxilics,
tipics del metabolisme dels actinobacteris. Per
altra banda, es produien accions cometaboliques
degudes sobretot a les oxigenases, que donaven
cetones, quinones i acids monocarboxilics que

v Metabblits
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Figura 12. Cromatogrames que mostren I’eliminacié d’HAPs de la creosota per un cultiu de la soca bacteriana
Mycobacterium sp. AP1 (a I'esquerra), i I'acumulacié de metabolits en el mateix cultiu a causa de la degradacié d’alguns
compostos és només parcial (dreta). Alguns d’aquests metabolits, com els productes VI i VIl només s’han trobat en vies
de degradacié de micobacteris, per tant, la seva preséncia en sols indicaria I'activitat d’aquests microorganismes.
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no eren posteriorment oxidats. Aquests resultats
plantejaven quin era el desti d’aquests productes
d’oxidacié parcial, més biodisponibles i de ve-
gades més toxics que els HAPs parentals. L ai-
llament de soques especialitzades en la posterior
degradacié d’aquests productes planteja que el
seu paper dins de les xarxes de degradacio ambi-
ental és el d’actuar com a noduls que connecten
vies d’atac primari dels HAPs amb vies de de-
gradacié secundaries necessaries per completar
la seva mineralitzacio. Per tant, podem parlar de
xarxes cooperatives. L'estudi d’aquestes rutes
i poblacions secundaries és un dels focus de la
nostra recerca actual (Vila et al., 2015).

Deteccid de metabolits d’HAPs en mostres
ambientals com a indicadors de biodegradacio
activa en emplacaments contaminats i en
I"avaluacio del risc

Hem vist més amunt que durant la degradacio
ambiental dels HAPs es poden acumular produc-
tes de degradaci6 parcial o de cometabolisme.
La deteccié d’aquests productes en sols conta-
minats podria ser una eina molt Gtil per demos-
trar que hi ha una degradacioé activa i, per tant,
que és factible la implementacié d’una atenua-
ci6é natural monitoritzada. D’altra banda, en sols
sotmesos a bioremediacié activa, serien Utils per
dur a terme un seguiment del procés. Per provar
aquesta hipotesi el primer pas era esbrinar si re-
alment aquests productes s’acumulaven i si érem
capacos de detectar-los en emplacaments conta-
minats reals. Una col-laboracié amb la Universitat

&

—L—I-_l'—d-f14 i
I=

7 Analisi quimica —-

ey

Extraccid

\. Analisi molecular (ADN i ARN)—

i

de Waterloo a Canada ens va permetre disposar
de mostres d’aigua de diferents punts de I'aquii-
fer experimental de Borden, on cinc anys abans
s’havia simulat un vessament de creosota. L’ana-
lisi per GC-MS va demostrar que, juntament amb
els HAPs de la creosota, el plomall de contamina-
cio contenia concentracions similars de cetones i
quinones, productes que havien estat previament
identificats com a resultat del cometabolisme
bacteria dels HAPs. A més, les analisis dels ex-
tractes acids mostraren una gran varietat d’acids
carboxilics procedents del trencament d’anells
aromatics de diferents HAPs, alguns dels quals
eren metabolits signatura de rutes de grups de
microorganismes especifics. Més endavant hem
demostrat la preséncia de productes similars en
sols i en sols sotmesos a bioremediacié on, afor-
tunadament, s’hi acumulen de forma transitoria
per ser degradats posteriorment.

Analisi estructura-funcid de comunitats
microbianes per métodes moleculars

El desenvolupament de les técniques d’ana-
lisis moleculars de mostres ambientals confirma
el que els ecodlegs microbians ja havien indicat
a partir de técniques d’observacioé directa: que
només una petita part de les poblacions micro-
bianes ambientals es podien recuperar per me-
todes de cultiu. En el cas dels sols s’estima que
els microorganismes cultivables sén menys del
0,3% (Amann et al., 1995). Per tant, si aspirem
a conéixer amb detall les rutes microbianes de
degradacié de contaminants en el sol hem d’em-
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Figura 13. Disseny d’un experiment de bioremediacio a escala de laboratori amb un sol real contaminat amb creosota.
El sol es va distribuir en safates (3 kg) i es fan realitzar 3 tractaments: sol sec (control), ajustant la humitat a la capacitat
de camps al 40%, i ajustant la humitat i afegint nutrients. A través del temps es van recollir mostres per a I'analisi
quimica (extraccio organica seguida de fraccionament i analisi per GC-FID i GC-MS) i I'analisi molecular (extraccio

d’acids nucleics i posterior pirosegiienciacio i gPCR).
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prar técniques independents de cultiu. Lanalisi
de I’ADN ens proporciona també la capacitat de
detectar i quantificar de forma selectiva gens di-
ana que codifiquin per enzims de reaccions clau.
Amb aquesta perspectiva i amb la base solida de
coneixement que ens ha proporcionat I'estudi de
les rutes degradatives amb microorganismes cul-
tivats, ara podem plantejar estudis amb un enfo-
cament holistic utilitzant sols reals per analitzar de
forma exhaustiva les poblacions microbianes i les
xarxes metaboliques implicades en la biodegra-
dacié de contaminants organics in situ.

Un exemple és un treball recent (Tauler, 2015)
on hem estudiat la degradacié d’HAPs en un sol
real procedent d’un emplagament amb contami-
nacié historica per creosota. Es tracta d’una an-
tiga planta de tractament de travesses per a la
construccié del ferrocarril situada al sud d’Espa-
nya. Es van recollir 50 kg de sol que després de
ser assecats i homogeneitzats tenien un contingut
en HAPs de 8.600 mg/kg, que comprenien tota la
serie de dos a sis anells, sent els més abundants
el fenantré i I’'antrace, de tres, seguits del fluoran-
te i piré de quatre. Per estimular la biodegradacio
inicialment es va planejar dos tractaments amb
addici6é de nutrients i sense, després d’ajustar la
humitat i proporcionant condicions aerobiques
(volteig). A través dels temps es prenien mostres
per a analisi quimica (HAPs i metabolits) i per a
analisi molecular (extraccié d’ADN i ARN) (fig. 13).
L’analisi d’ADN serveix per determinar la com-
posicié de la comunitat microbiana total, mentre
que I’ARN dona informacié d’aquelles comunitats
que es troben actives en un moment determinat.
Els canvis en I'estructura de les comunitats es
determinaven per seqlienciacidé massiva (pirose-
quienciacio) dels gens de ’ARNr 16S presents en
cada moment. El gen de ’ARNr 16S esta present
en totes les bacteries i la seva seqliencia és com
un codi de barres que s'’utilitza per identificar les
diferents poblacions. La piroseguienciacié és una
técnica que permet I'analisi de milers de seqlién-
cies diferents en una mostra. La quantificacié del
nombre de seqiiencies obtingudes a partir de
I’ADN i 'ARN (per una técnica anomenada PCR
quantitativa, gPCR) ens permetia també quantifi-
car el nombre de bacteris total presents en cada
moment i estimar quina proporcié estaven actius.
A més, s’analitzaven sequéencies de gens diana
en la degradacié d’HAPs: les dioxigenases que ja
hem vist que inicien I'atac a aquests compostos.
La discussié detallada dels resultats escapa els
objectius d’aquest article, pero si que en mostra-
rem alguns per il-lustrar la valuosa informacié que
es pot obtenir combinant les diferents técniques.
En presencia de nutrients (és a dir, quan el N i el
P no eren limitants) tots els HAPs es van degradar
de forma simultania amb cinetiques tipiques en
forma de pal de hoquei més lentes com més gran
era el nombre d’anells. Al final de la incubacio els
de baix pes molecular s’havien reduit en un 95%
mentre que els d’elevat pes molecular ho feren en
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Figura 14. Degradacio dels 17 HAPs més abundats
de la creosota durant I’experiment de bioremediacio
en laboratori en el control sol sec (CTL), ajust de la
humitat (-N), i ajust de la humitat més nutrients (+N).
NAPH, naftale; ACNY, acenaftile; ACN, acenafte; FL,
fluore; PHE, fenantre; ANT, antrace; FT, fluorante; PY,
pire; BaA, benzo(a)antrace; CHY, crise; BbFT, benzo(b)
fluoranté; BKFT, benzo(k)fluorante; BaPY, benzo(a)
pire; BePY, benzo(e)pire; INDPY, indeno(1,2,3-cd)pire;
DBANT,dibenzo(h,a)antrace; BP, benzo(g,h,i)perile.
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Figura 15. Evolucio de les concentracions relatives

de I'antracé (HAP de tres anells) i la seva quinona
(antraquinona) durant el tractament amb nutrients de
’experiment de bioremediacid en laboratori de sol
contaminat amb creosota. Mentre que I’antrace va
disminuint més o menys de forma lineal, es pot observar
una acumulacié transitoria de la quinona, que es forma
com a resultat del cometabolisme de I'antrace i que
després és reutilitzada.

més d’un 75% (fig. 14). Durant la seva degradacio
s’acumularen metabolits (oxi-HAPS) que es conti-
nuaven detectant durant molt temps després de
desapareixer els HAPs parentals, perd que eren
posteriorment degradats per altres poblacions
(fig. 15). Aix0 reforca la idea de la seva utilitzacio
com a indicadors de biodegradaci6 a la vegada
que demostra que, en les condicions apropiades
i sense factors limitants, si la incubacié continua
aquests acaben essent reutilitzats.

L’analisi de les comunitats mostra que encara
que el nombre total de microorganismes durant
el procés no variava de forma significativa, si
canviava de forma dramatica la proporcié dels
que degradaven activament els HAPs. Encara
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Figura 16. Dinamica dels generes actius més abundants
(segons les analisis d’ARN) durant la degradacié dels
HAPs d’un sol contaminat amb creosota i tractat ajustant
la humitat i afegint nutrients (experiment de bioremediacid
en laboratori). Els resultats representats en aquesta
grafica s6n estimacions realitzades a partir de les dades
de gPCR i pirosequienciacio. Els resultats obtinguts per
les poblacions totals (DNA) no es mostren, perd donaren
cinetiqgues completament diferents. Comparant aquestes
cinetiqgues amb les de desaparicié dels HAPs individuals
es pot determinar la implicacié dels diferents generes en
la degradacié dels HAPs.

que la diversitat de bacteris individuals era gran,
la de géneres va ser relativament baixa, el que
ens va permetre relacionar géneres determinats
amb la degradacié d’HAPs individuals. La figu-
ra 16 mostra I'evolucié dels generes amb més
activitat (ARN) al llarg de la incubacié. La cor-
relacié del seu increment amb la disminucié de
determinats HAPs ens permeté, per exemple,
deduir la participacié dels géneres Sphingobium
i Olivibacter en la degradaci6é de compostos d’alt
i baix pes molecular. Es important indicar que al-
guns dels bacteris més actius no s’havien culti-
vat mai i, per tant, només han estat detectats en
utilitzar I’analisi molecular. Per ultim, uns dels re-
sultats més interessants va ser que els membres
de Mycobacterium, un génere que representava
menys del 1% de la poblacié total, era un dels
més actius en la degradacié d’HAPs d’elevat pes
molecular, tal i com ho demostrava la identifica-
ci6 de metabdlits signatura, la quantificacié es-
pecifica del seu ARNr 16S per gPCR i I'evolucié
de les seves dioxigenases (no es mostren els re-
sultats). Aixo demostra que els resultats derivats
d’estudis moleculars Unicament basats en I'ana-
lisi de I’ADN son esbiaixats. L’ADN és una mo-
lecula molt estable i, per tant, té una llarga vida
en el medi ambient. Aixo fa que es puguin tenir
en compte bacteris no viables, en estat de laten-

L’Atzavara 26: 35-47 (2016)

cia o morts. D’aqui ve la importancia d’analitzar
també I’ARN, molécula molt més inestable, que
permet identificar els microorganismes actius en
un moment determinat.

En definitiva, les técniques de seglencia-
cié massiva ens donen una informacié global i
exhaustiva de les poblacions implicades en els
processos de biodegradacio in situ. Es impres-
cindible, pero, el coneixement obtingut amb les
técniques de cultiu, que permeten disposar dels
microorganismes clau per a la descripcié de no-
ves capacitats i posteriors aplicacions biotecno-
logiques. De fet, un altre focus de la nostra re-
cerca actual és utilitzar les dades moleculars per
dissenyar tecniques dirigides d’aillament de nous
bacteris no cultivats fins ara.
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